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α/β-グリアジン－多重遺伝子族に
コードされるコムギ種子貯蔵タンパク質
α/β-gliadin–Seed storage protein in bread wheat is encoded by a multigene family
川 浦　香 奈 子
（横浜市立大学木原生物学研究所）
　小麦粉はコムギの種子を挽いて篩ったものであり、約 80% が澱粉、10 ～ 15% がタン
パク質からなる。小麦粉に含まれるタンパク質は、大部分が種子の胚乳組織に蓄積され
た貯蔵タンパク質からなり、水を介して絡み合いグルテンを形成するという独特の特徴
をもつ。コムギ種子貯蔵タンパク質は、古くは小麦粉を水に可溶か（amylaceum）不溶
か（glutiosum）で分画した際、水に不溶で動物に由来する物質様のものとして分類さ
れた（Beccari 1745）。その後、植物のタンパク質の体系的な分画がなされ（Osborne 
1907）、現在でもそれをもとに種子貯蔵タンパク質は分類されている。Osborne の分画
では、タンパク質は水に可溶なアルブミン（albumin）、塩溶性のグロブリン（globulin）、
アルコールに可溶なプロラミン（prolamin）およびアルコールに不溶なグルテリン
（glutelin）の 4 種に分けられる。グルテンを形成するコムギ種子貯蔵タンパク質は、
プロラミンに分類されるグリアジン（gliadin）とグルテリンに分類されるグルテニン
（glutenin）からなる。グルテン中でグルテニンはジスルフィド結合によりポリマーを
形成し弾性を担い、グリアジンはモノマーで存在し粘性を担っているとされる。グルテ
ニンは分子量から高分子グルテニンサブユニット（HMW-GS）と低分子グルテニンサ
ブユニット（LMW-GS）に分類される。グリアジンは分子量とアミノ酸配列からα/β、
γ、ω-グリアジンに分類されており（Jackson et al. 1983）、さらにδ-グリアジンの存
在が報告されている（Anderson et al. 2012）。
　コムギ種子貯蔵タンパク質は、どれも多重遺伝子によりコードされているため、1 つ
の種子中にそれぞれのタンパク質の多数の分子種が含まれる。種子貯蔵タンパク質のア
ミノ酸配列はどれもプロリン残基とグルタミン残基が多く含まれる繰り返し領域があ
り、その繰り返しの回数に変異が大きい。一般的な小麦粉に利用されているパンコムギ
は異質六倍性で A、B、D の 3 種のサブゲノムからなり、それぞれ 7 対の染色体をもつ
ため、全体で 21 対 42 本の染色体をもつ。HMW-GS は 1A、1B、1D 染色体長腕の
Glu-A1、Glu-B1、Glu-D1 遺伝子座のそれぞれ密接に連鎖した 2 遺伝子にコードされて
いる。ここで、コムギの種子貯蔵タンパク質の遺伝子座は遺伝学の遺伝子座の定義とは
異なり、複数の密接に連鎖した遺伝子群の座乗領域を慣例的に遺伝子座と呼び、その遺
伝子群の中の遺伝子の組み合わせを対立遺伝子型としていることに留意が必要である。
LMW-GS は 1A、1B、1D 染色体短腕のGlu-A3、Glu-B3、Glu-D3 遺伝子座にコード
され、ゲノム中に 20 から 40 コピー存在する。γ-グリアジンおよびω-グリアジンは 1
群染色体短腕のGlu-3 遺伝子座に数十 kb の距離で物理的に近接するGli-A1、Gli-B1、
Gli-D1 遺伝子座にコードされ（Gao et al. 2007）、γ-グリアジンは 19 から 39 コピー、
ω-グリアジンは 15 から 18 コピー存在する。α/β-グリアジンは 6A、6B、6D 染色体
短腕のGli-A2、Gli-B2、Gli-D2 遺伝子座にコードされ、種子貯蔵タンパク質遺伝子の
中でも特にコピー数が多く、ゲノム中に数十から 150 コピー存在する。コピー数は系
統や品種により異なる（Anderson et al. 1997）。
　小麦粉の性質と種子貯蔵タンパク質の遺伝子型との関係は、遺伝子のコピー数が少な
く分子量が大きい HMW-GS について、SDS- ポリアクリルアミド電気泳動法（SDS-
PAGE）で遺伝子型の判別がしやすいため、先んじて研究されてきた。特に、HMW-
GS のGlu-D1d 対立遺伝子座は 1Dx5 と 1Dy10 の 2 つのサブユニットからなり、分子
間結合をするジスルフィド結合が期待できるシステイン残基を多く持つため製パン性を
高める効果を持つことが示され（Payne 1987）、小麦粉の品質向上のための育種に利用
されている。LMW-GS についても HMW-GS よりも遺伝子コピー数が多く複雑である
が、国際コンソーシアムを通じて対立遺伝子型の命名の統一が図られ（Liu et al. 
2010）、小麦粉の性質との関連が整理されてきた。グリアジンは、グルテニンとの含有
量の比がグルテンの強さに関連すること（Dhaka and Khatkar 2015）、グリアジンの遺
伝子型が製パン性に関連があることが示唆されているが（Uthayakumaran et al. 
2001）、コピー数が多いため遺伝子との関連付けはほとんどできていない。
　グルテンを構成するタンパク質は小麦粉の性質に関わる一方で、アレルギーの原因と
なる。小麦アレルギーには、小麦粉を摂取したのち運動をするとショック症状をおこす
運 動 誘 発 性 ア ナ フ ェ ラ キ シ ー（Wheat-Dependent Exercise-Induced Anaphylaxis: 
WDEIA）や小麦粉を摂取することで小腸に炎症を起こし栄養不足に陥るセリアック病
（Celiac Disease：CD）、小麦粉に接する職業の人が小麦粉を吸入することで喘息にな
る Baker’s Asthma などが知られている。この中で、WDEIA はω-グリアジン、CD は
α/β-グリアジンの中にアレルギーを誘発するエピトープをもつものがある。
　これまで私たちは、コムギ種子貯蔵タンパク質の中で特にコピー数が多いα/β-グリ
アジンに焦点を当て、EST（Expressed Sequence Tag）によるトランスクリプトーム
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解析、BAC（Bacterial Artificial Chromosome）クローンの解読によるゲノム解析、二
次元電気泳動によるプロテオーム解析を進めてきた。α/β-グリアジン遺伝子は、他の
種子貯蔵タンパク質遺伝子が座乗する 1 群染色体からコムギ属に分化した後に 6 群染
色体へ転移し（Xu and Messing 2009）、そこからコピー数を急速に増したと推定され、
ゲノム構造や遺伝子発現制御の解明は興味深い。本稿では、これまでの私たちの解析を
通して得られたα/β-グリアジンをコードする多重遺伝子族についての知見をまとめた
い。
　
トランスクリプトーム解析
　パンコムギのゲノムは、サイズが約 17 Gb と見積もられ、異質倍数体であることと
反復配列や転移因子が非常に多いことから、モデル植物であるシロイヌナズナ（約 130 
Mb）やイネ（約 400 Mb）より複雑である。国際コムギゲノム解読コンソーシアム
（International Wheat Genome Sequencing Consortium: IWGSC）により染色体腕ごと
に次世代シークエンサーを用いて解読した概要ゲノムが公開されたが（IWGSC 
2014）、α/β-グリアジン遺伝子については 6A および 6B 染色体に数個同定されたが正
確なコピー数は分からず、6D 染色体からは配列が欠落している（Pfeifer et al. 
2014）。このように、現在でもα/β-グリアジン遺伝子に関してはゲノム情報の活用は
難しいが、次世代シークエンサーが登場する以前はパンコムギのゲノムを完全解読する
ことは期待できなかった。そこで、私たちはまず、発現遺伝子に着目した。
　パンコムギ標準実験品種 Chinese Spring（CS）の生活環におけるさまざまな組織ま
たはストレス処理をした組織から 32 の cDNA ライブラリーを作製し、ランダムに選ん
だクローンのシークエンスを行い、各ライブラリー当たり 1 万以上、合計で 361,180 
の EST を得た（Ogihara et al. 2003）。in silico で塩基配列を同祖遺伝子や多重遺伝子
を区別する条件で整列化したところ、EST は 53,976 遺伝子に分類できた。これらの中
から、α/β-グリアジンおよび LMW-GS をコードする遺伝子を配列の相同性により検
索したところ、α/β-グリアジンで 36 個、LMW-GS で 15 個検出された（Kawaura et 
al. 2005）。これらが CS で発現している遺伝子と考えられた。分子系統解析からこれら
をグルーピングし、グループ特異的なプライマーを作成した。このプライマーを用いて、
CS の染色体異数体系統の DNA を鋳型とした PCR によりそれぞれのグループが由来す
る遺伝子座が座乗する染色体を特定した。それぞれの遺伝子配列を構成する EST の頻
度から遺伝子の発現量を推定したところ、α/β-グリアジン、LMW-GS 遺伝子ともに
開花後の種子で発現していることが示された。また、LMW-GS 遺伝子はどれも開花後
10 日目に最も高い発現を示す一方で、α/β-グリアジン遺伝子は LMW-GS 遺伝子と同
様に開花後 10 日目に高い発現を示すものもあるが、異なった発現パターンを示す遺伝
子があることが明らかになった（図１）。このことから、種子貯蔵タンパク質遺伝子は
それぞれ種子登熟期に画一的に発現制御されていると考えられていたが、α/β-グリア
ジン遺伝子は個別に制御されていることが示唆された。
　また、CS のα/β-グリアジン遺伝子のコード領域全長と推定プロモーター領域を含
むゲノム断片を PCR により得たところ、コード領域途中で終止コドンが現れる偽遺伝
子 40 を含め 90 種類の遺伝子配列が得られた（Noma et al. 2016）。これらを EST 解析
と同様にグルーピングし、リアルタイム PCR により種子登熟期の遺伝子発現を定量し
た。異なる 3 年に渡って木原生物学研究所の圃場で栽培したサンプルを用い、遺伝子発
現パターンと気象条件との関連を調べたところ、α/β-グリアジン遺伝子のほとんどの
グループの発現パターンは積算温度に相関がみられ、遺伝子発現レベルは日照時間と関
連が見られた。中には異なるパターンを示すグループもあり、α/β-グリアジン遺伝子
の個別の発現制御は、環境条件にも影響されることが示された。
ゲノム解析
　多重遺伝子であるα/β-グリアジン遺伝子が個別に発現制御を受けていることが示唆
されたため、CS のゲノミックライブラリーより発現遺伝子配列をもとに設計したプラ
イマーを用いてα/β-グリアジン遺伝子を含む BAC クローンを選抜した（Kawaura et 
横浜市立大学論叢自然科学系列　2016：Vol.64 No.1・2・3
58
図1　α/β-グリアジンおよび低分子グルテニン遺伝子の種子登熟期の発現パターン
　　　DPA：Days Post Anthesis
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al. 2011）。11 種のプライマーセットを用い、1 プライマーセット当たり 1 から 2 クロー
ンを選抜し、15 クローンを得た。パルスフィールドゲル電気泳動法によりこれらのク
ローンのインサートサイズを推定したところ、平均 111 kb だった。α/β-グリアジン
遺伝子の cDNA クローンをプローブにサザンブロット解析を行ったところ、クローン
当たり 1 から 9 個のα/β-グリアジン遺伝子コピーがあると推定され、ゲノム中に数
kb から 100 kb 以上の間隔で不均等に存在することが示された。Gli-A2 に由来する
BAC3 および BAC11、Gli-B2 に由来する BAC5 および BAC6、Gli-D2 に由来する
BAC2 を選出し、サンガー法によるショットガンシークエンスによりインサートの完全
解読を行った。それぞれの遺伝子座で約 200 kb の塩基配列を得た。
　得られた塩基配列より遺伝子予測を行ったところ、Gli-A2 に由来する BAC3 と
BAC11 はα/β-グリアジン遺伝子が 2 コピー、 Gli-B2 に由来する BAC5 は 8 コピー、
BAC6 は 2 コピー、Gli-D2 に由来する BAC2 は 1 コピー存在することが示唆された。
また、遺伝子間の領域に、多数のレトロトランスポゾンが入れ子状に挿入されているこ
とが示された。ドットプロット解析を行ったところ、α/β-グリアジン遺伝子とレトロ
トランスポゾンを含む数十キロのゲノム断片が重複することにより、α/β-グリアジン
遺伝子が重複している様子が示された。
　BAC から予測された 15 のα/β-グリアジン遺伝子について、分子系統解析を行った
ところ、同じ BAC に由来するコピーは同じクラスターに分類され、配列の相同性が高
いことが示された（図 2）。一方で、一致する EST の頻度から遺伝子発現量を推定した
図2　BACクローンか
ら予測されたα/β-グ
リアジン遺伝子の分子
系統関係およびEST頻
度から推測された遺伝
子発現パターン
ところ、同じ BAC クローンに由来し重複によって生じたコピー間で発現量が異なるこ
とが示唆された（図 2）。これらの遺伝子の重複がいつ起こったのか推定するため、終
止コドン下流の 200 bp から 1200 bp を非コード領域で中立的な塩基置換が生じると仮
定し、分子時計による分岐年代を計算した。同様に、レトロトランスポゾンの両端にあ
る LTR（Long Terminal Repeat）は挿入時には同一の配列であることを利用し、レト
ロトランスポゾンの挿入時期を推定した（SanMiguel et al. 1998）。これらから、α/β-
グリアジン遺伝子の重複は、共通のターゲット配列を同定することはできなかったが不
等交叉によるものであり、倍数化やレトロトランスポゾンの挿入とは独立に生じている
ことが推察された（図 3）。また、重複が起きた後にそれぞれの遺伝子の発現制御が変
異していると考えられた。
プロテオーム解析
　種子中に蓄積されるα/β-グリアジンタンパク質が何種類あり、それぞれがどの遺伝
子座に由来するのかを明らかするために、CS の染色体異数体系統の種子からグリアジ
ンタンパク質を選択的に抽出し、二次元電気泳動により分離し比較した。正常系統の
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図3　ゲノム断片の重複とレトロトランスポゾンの挿入によるα/β-グリアジン遺伝子座の進化
　　  赤枠の長方形は遺伝子の重複、薄緑の三角はレトロトランスポゾンの挿入を示す。
　　  MYA：Million Years Ago
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CS の種子から抽出したグリアジンタンパク質を分離すると、pH 6.0 から 8.5、分子量
25 kDa から 50 kDa の範囲で 70 スポットに分離できた（図 4）。この範囲には、6 群染
色体に遺伝子座があるα/β-グリアジンと 1 群染色体に遺伝子座があるγ-グリアジン
が含まれると推定される。51 スポットは 6 群または 1 群染色体異数体系統のナリソミッ
ク系統においてスポットが消失したために由来する遺伝子座が推定できたが、19 スポッ
トはどの染色体異数体系統でも消失しなかった（表 1）。由来する染色体が特定できな
かったスポットについて N 末端のアミノ酸シークエンスを行ったところ、12 スポット
はα/β-グリアジン、6 スポットはγ-グリアジンであることが確認できた。これらは、
異なる遺伝子座に由来するグリアジンが分離できていないと考えられ、実際のタンパク
質の分子種はさらに数が多いと考えられた。また、α/β-グリアジン、γ-グリアジン
とも、EST 解析から推定される発現遺伝子よりスポットの数が多いため、EST 解析に
より発現遺伝子が網羅できていないか、タンパク質に翻訳後に修飾を受けていると考え
られた。
Gliadin Chromosome No. protein spots No. expressed genes 
/ -gliadin 6A 10 11a 
 6B 10 13a 
 6D 16 12a 
 unknown 12  
 Total 48 36 
-gliadin 1A 6 2b  
 1B 3  
 1D 7 4b  
 unknown 6 5b  
 Total 22 11 
a Kawaura et al. (2005)  bAnderson et al. (2013)  
表１　パンコムギChinese Springの各染色体に帰属させたグリアジンスポットの数
図4　パンコムギChinese 
Springの種子から抽出した
グリアジンの二次元電気泳
動図
　CS における 1 群から 7 群の染色体異数体系統シリーズのグリアジンタンパク質の二
次元電気泳動図を比較したところ、6D 染色体ナリソミック系統で消失したため 6D 染
色体上のGli-D2 遺伝子座に由来すると特定されたスポットが、2A 染色体テトラソミッ
ク系統でも消失していた。正常系統より 2A 染色体を 2 倍もつテトラソミック 2A 系統
でスポットが消失するということから、2A 染色体上にGli-D2 に由来するα/β-グリア
ジンを特異的に抑制する因子が存在し、量的効果を持つことが示唆された。さらに全タ
ンパク質を抽出し、CD のエピトープ配列として報告されている Glia-α9 のアミノ酸配
列をもとに作製したペプチド抗体を用いてウエスタンブロット解析を行ったところ、
6D 染色体ナリソミック系統で抗原抗体反応量が減少していたため、Gli-D2 に由来する
グリアジンは Glia-α9 を持つことが示された。同様に、2A 染色体テトラソミック系統
でも反応量が減少していたため（図 5）、2A 染色体の因子は CD の原因となるα/β-グ
リアジンタンパク質を特異的に抑制することが示唆された。これまで、コムギの種子貯
蔵タンパク質遺伝子の発現を誘導する転写因子として、トウモロコシ Opaque2（O2）
のホモログの SPA（Storage Protein Activator）、PBF（Prolamin-box Binding Factor）
などが報告されているが、抑制する因子の報告はほとんどない。また、多重遺伝子族に
コードされるα/β-グリアジンの中で特定ゲノムに由来するもののみ抑制される機構は
興味深く、さらに低アレルゲン小麦の育種への応用も期待できるため、今後、この因子
の特定を進めていきたい。
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図5　 Chinese Springおよび異数体系統の種子タンパク質のglia-α9抗体によるウエスタンブ
ロット解析
　　  左：SDS-PAGEで分離後、CBBで染色　右：ウエスタンブロット
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おわりに
　異質倍数体であるため複雑で巨大なパンコムギのゲノムの中で、多重遺伝子を構成す
るα/β-グリアジン遺伝子が様々な制御を受けていることが分かってきた。数 10 kb と
いうロングリードの塩基配列を得ることができる一分子リアルタイムシークエンサーな
ど、次世代シークエンサーの次の技術革新も進んでいることから、今後、パンコムギの
ゲノム情報も充実し、種子貯蔵タンパク質をコードする遺伝子の全体像も明らかになっ
てくると考えられる。受粉してから登熟する 40 日ほどの間に、子の発芽時の養分とし
て胚乳に大量に蓄積する種子貯蔵タンパク質が個別に制御を受けているということが生
物学的にどのような意味があるのかも分かってくると、小麦粉の品質改変や低アレルゲ
ン化といった小麦育種への応用法も広がるかもしれない。
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